Introduzione {#sec1-1}
============

Si definisce episodio tossinfettivo un evento epidemico o sporadico di natura infettiva o tossica causato dal consumo di cibo. L'Autorità competente può ricevere una segnalazione di sospetta tossinfezione alimentare da varie fonti (per es. privati cittadini, operatori del settore alimentare, sistemi di sorveglianza). A seguito di tale comunicazione prende avvio l'investigazione finalizzata ad identificare le fonti e le modalità di trasmissione e, di conseguenza, a circoscrivere l'evento ed eventualmente intervenire con azioni di gestione del rischio. Secondo le indicazioni della World Health Organization (WHO, [@ref6]), una valutazione completa in corso di tossinfezione alimentare dovrebbe normalmente prevedere tre fasi, ovvero: i) indagine epidemiologica; ii) indagini ambientali e sugli alimenti; iii) analisi di laboratorio.

L'indagine epidemiologica si configura come il momento grazie al quale è possibile sviluppare un'ipotesi descrittiva della storia dell'episodio tossinfettivo. Parallelamente alla stessa, vengono condotte investigazioni ambientali e sugli alimenti con l'obiettivo di definire luogo e cause della contaminazione dell'alimento ed eventuali azioni correttive.

Nel 2012 sono state notificate nell'Unione Europea (EU) 5363 epidemie a trasmissione alimentare che hanno coinvolto 55.453 persone. Di queste un totale di 1642 (3%) affette da *Listeria monocytogenes*, con un aumento del 10.5% rispetto al 2011 (EFSA, [@ref5]). Secondo alcune stime il 99% dei casi di listeriosi è attribuibile al consumo di alimenti contaminati (Mead *et al*., [@ref9]). Le malattie da *L. monocytogenes* nelle donne gravide sono 18 volte più frequenti (12/100.000) che nel resto della popolazione (0,7/100.000). Inoltre, il 16-27% di tutti gli episodi di malattia associati a *L. monocytogenes* si verificano nelle donne in gravidanza. Casi sporadici ed epidemici di listeriosi nelle donne nel periodo perinatale sono stati riportati con una prevalenza che varia tra l'8,6 e il 17,4/100.000 nati vivi (Ronald *et al*., 2011). La trasmissione diretta è possibile ma rara. Una donna incinta può trasmettere l'infezione al feto in utero per via trans placentare o durante il passaggio nel canale del parto (ANSES, [@ref2]).

Gli alimenti a maggior rischio come quelli, che per loro natura, rappresentano un terreno favorevole alla crescita di *L. monocytogenes*, sono *ready-to-eat* (RTE) che richiedono refrigerazione ed hanno una *shelf*-*life* prolungata, quali ad esempio, prodotti ittici crudi e e affumicati, formaggi a pasta molle, latte non pastorizzato e vegetali crudi (Alleberger e Wagner, [@ref1]).

Nel presente lavoro vengono illustratati esiti, modalità e criticità di un'indagine ambientale, alimentare e di laboratorio successiva all'isolamento di alcuni ceppi di *L. monocytogenes* in pazienti ricoverati presso due presidi ospedalieri romani.

Materiali e Metodi {#sec1-2}
==================

Nel gennaio 2013 sono stati inviati da una struttura sanitaria pubblica di Roma al Centro di Riferimento Regionale per gli Enterobatteri Patogeni (CREP) dell' Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Lazio e della Toscana, M. Aleandri (IZSLT), 3 ceppi batterici di *L. monocytogenes* isolati da altrettanti pazienti. L'isolamento era stato ottenuto dal sangue di due neonati e dai lochi vaginali di una delle madri. La diagnosi di listeriosi era stata emessa per la madre e per il figlio rispettivamente in data 14/01/2014 e 08/01/2014, mentre per il secondo neonato il 24/12/2013. L'isolamento in un arco temporale ravvicinato di tre ceppi di *L. monocytogenes* nel medesimo presidio ospedaliero ha comportato l'esecuzione di un'indagine epidemiologica, ambientale e sugli alimenti e la richiesta di analisi di laboratorio tra cui l'identificazione sierologia e tipizzazione molecolare dei ceppi, al fine di identificare o escludere eventuali correlazioni tra i casi. Sono state quindi eseguite la determinazione degli antigeni somatici e flagellari con kit Listeria Antisera SEIKEN (DENKA SEIKEN CO. Ltd, Tokyo, Giappone) e la tipizzazione molecolare mediante *pulsed field gel electrophoresis* (PFGE) secondo il protocollo standardizzato PulseNet (CDC, [@ref3]). Per la PFGE è stato impiegato l'enzima di restrizione (AscI) ed uno standard riferibile a *Salmonella* Braenderup (H9812). Dopo la digestione, i ceppi sono stati sottoposti a corsa elettroforetica con il sistema Chef Mapper XA (BioRad Inc., Berkeley, CA, Stati Uniti) a 6V/cm con un *switch time* da 4 a 40 s per 21 h. Il gel ottenuto è stato, quindi, colorato con il GelRed (Biotium, Hayward, CA, Stati Uniti). I profili sono stati analizzati mediante software dedicato (Fingerprinting II^®^BioRad). La valutazione della similarità tra i diversi profili di macrorestrizione è stata effettuata utilizzando il coefficiente di Dice con una ottimizzazione e tolleranza pari all'1%. La clusterizzazione e la costruzione del dendrogramma sono state effettuate utilizzando metodo *unweighted pair group method with arithmetic mean*.

Contemporaneamente alle indagini di laboratorio, sono stati condotti dall'ASL Roma/B alla quale afferisce la struttura sanitaria d'invio dei ceppi, gli accertamenti epidemiologici, ambientali ed alimentari. In seguito agli stessi è emerso che la donna risultata positiva per *Listeria*, aveva consumato qualche settimana prima del parto, avvenuto pre-termine (34 esima settimana e 3 gg), alcuni alimenti a rischio per la presenza di *L. monocytogenes* ovvero: stracchino, gorgonzola e salmone affumicato, tutti acquistati in un esercizio di vendita al dettaglio della grande distribuzione. A proposito degli alimenti, la donna riferiva la marca dello stracchino ma non quella del gorgonzola e del salmone affumicato, tuttavia per quanto concerne quest'ultimo ricordava chiaramente la tipologia (dimensioni, colore delle scritte e delle stampe) della confezione.

In seguito alle dichiarazioni della madre è stato prelevato dai Servizi Veterinari della Roma/B, nell'esercizio in questione, un campione reperto di salmone affumicato che, per packaging, presentava le caratteristiche descritte dalla donna. Sullo stesso sono state condotte le seguenti analisi di laboratorio: determinazione dell'a~w~ mediante metodo di riferimento ISO 21807:2004 (ISO, [@ref7]), valutazione del pH secondo il metodo MFHPB 03:2012 (Health Canada, [@ref10]), esame colturale qualitativo e quantitativo per la ricerca di *L. monocytogenes* come da metodo UNI EN ISO 11290:2005 parte 1 e 2 (UNI, [@ref12]). Per l'identificazione sierologica sui ceppi isolati è stato infine eseguito un test di sieroagglutinazione con kit Listeria Antisera SEIKEN (DENKA SEIKEN CO. Ltd) ed una tipizzazione molecolare mediante PFGE secondo il protocollo standardizzato PulseNet (CDC, [@ref3]), operando come precedentemente descritto.

Risultati {#sec1-3}
=========

La sieroagglutinazione ha consentito di attribuire tutti i tre ceppi umani isolati al sierotipo 4b. La tipizzazione molecolare con PFGE ha invece evidenziato l'appartenenza a due *cluster* differenti ovvero *cluster* B per gli isolati da madre e figlio e *cluster* A per quello ottenuto dal secondo neonato. Per quanto concerne infine i risultati degli esami analitici condotti sul campione reperto di salmone affumicato, in Tabella 1 vengono riportati i valori di a~w~, pH e gli esiti degli esami colturali per la ricerca di *L. monocytogenes*. In particolare sono risultate contaminate da *L. monocytogenes* 4 unità campionarie su 5 testate all'esame qualitativo ed 1 unità campionaria su 5 all'esame quantitativo con valori di 4,5×10 ufc/g.

La sierotipizzazione ha identificato tutti i ceppi isolati dall'alimento come appartenenti al sierotipo 1/2A, mentre la tipizzazione molecolare ha evidenziato un ulteriore *cluster* diverso da quelli di appartenenza degli isolati umani.

Discussione {#sec1-4}
===========

Come evidenziato dalla presenza di due differenti *fingerprinting* ottenuti con PFGE, non è stata rilevata una correlazione epidemiologica tra i due casi di listeriosi neonatale pur avendo la sieroagglutinazione rilevato l'appartenenza dei tre ceppi al medesimo sierotipo 4b. Alcuni autori hanno evidenziato una correlazione tra sierotipi e quadro clinico della malattia, in particolare il sierotipo 4b è stato associato alle listeriosi gravidiche. L'incidenza del sierotipo 4b nei casi di listeriosi varia dal 50 al 70% e tende a essere più elevata negli episodi perinatali (Katarihou, [@ref8]). Per quanto riguarda invece i ceppi isolati dal campione reperto di salmone affumicato, l'appartenenza al sierotipo 1/2a ha escluso ogni correlazione tra i casi umani e il consumo dell'alimento.

Il tasso di mortalità elevato causato dalla listeriosi ha indotto i governi e le agenzie per la sicurezza alimentare di numerose nazioni nel mondo a prendere misure per ridurre il rischio correlato alla presenza di *L. monocytogenes* negli alimenti. Nell'Unione Europea il Regolamento 2073/2005 (Commissione Europea, [@ref4]) e successive modifiche e integrazioni ha ampliato il campo di tolleranza per i RTE in caso di prodotti immessi sul mercato sino a valori di 100 unità formanti colonia (ufc)/g. Tuttavia, questo limite viene applicato solo se il produttore è in grado di dimostrare, con soddisfazione dell'Autorità Competente, che l'alimento non supera tale soglia al termine della *shelf*-*life*. Da un punto di vista legale il campione reperto di salmone affumicato era conforme alle disposizioni vigenti in materia, così come avvalorato dai Servizi Veterinari competenti per territorio, che hanno visionato la documentazione prodotta dalla ditta. Tuttavia sono doverose alcune osservazioni. In primo luogo in base ai risultati delle indagini condotte non è stato possibile rintracciare il lotto di produzione del salmone affumicato consumato dalla madre. Un'altra considerazione, a prescindere dalla mancata correlazione epidemiologica tra alimento e casi umani, scaturisce dall'esito della analisi quantitativa (ufc/g). La relazione dose-risposta per la listeriosi è sconosciuta, tuttavia è accertato che questa è dipendente dallo stato immunitario dell'ospite e dalla virulenza del ceppo. Secondo la valutazione della Food and Agriculture Organization (FAO) e del WHO (FAO/WHO, [@ref6]), casi gravi di malattia possono manifestarsi nell'1% della popolazione sana con valori di 4×10^11^ cellule, valore che diminuisce a 10^10^ cellule per le categorie sensibili (per es. immunodepressi). La valutazione del rischio legato alla presenza di 4,5×10 ufc/g di *L. monocytogenes* in un alimento considerato favorevole al suo sviluppo, quale il salmone affumicato (EFSA, [@ref5]), deve tener conto della porzione consumata e delle variabili associate alla conservazione casalinga dell'alimento e alla condizione individuale di chi lo consuma. In generale, come riportato dalla FAO/WHO (2004), i livelli di *L. monocytogenes* negli alimenti implicati in corso di tossinfezione superano 10^3^ ufc/g, sebbene in alcuni episodi siano stati riscontrati livelli di contaminazione sostanzialmente inferiori. Inoltre, il rischio calcolato di contrarre listeriosi assumendo il consumo di una porzione di 36 g di alimento con un livello di contaminazione pari a 100 ufc/g è di 1,85×10^--9^ casi per porzione. Tale rischio aumenta in caso di salmoni affumicati a freddo (5,3×10^--8^ casi per porzione).

Conclusioni {#sec1-5}
===========

La corretta identificazione dell'alimento veicolo di tossinfezione, avrebbe dovuto implicare il campionamento dei due formaggi che la donna riferiva di aver consumato (stracchino e gorgonzola). Purtroppo come spesso accade in corso di tossinfezione alimentare, gli alimenti che la donna riferiva di aver consumato erano irreperibili nell'esercizio dove la stessa li aveva acquistati. Come è noto i formaggi figurano tra gli alimenti a maggior frequenza di positività per *L. monocytogenes* (EFSA, 2104) e sono, di conseguenza, chiamati in causa in numerosi episodi epidemici e sporadici di tossinfezione alimentare. Non è da escludere a priori, pertanto, che questi fossero coinvolti nella trasmissione del microrganismo. Infine, è degna di nota la limitazione nell'investigazione del caso sporadico riferibile al secondo neonato causata dalla presenza di un'indagine giudiziaria in corso. Questa circostanza ha reso gli atti investigativi dei nuclei antisofisticazione e sanità non consultabili.

###### 

Tabella 1. Risultati delle analisi condotte sulle cinque unità del campione di salmone affumicato.

  Unità campionaria   a~w~    pH    Esame colturale per la ricerca di *Listeria monocyotgenes*   
  ------------------- ------- ----- ------------------------------------------------------------ ------------------
  1                   0.972   5.9   \<10 ufc/g                                                   Presente in 25 g
  2                   0.966   6.0   \<10 ufc/g                                                   Presente in 25 g
  3                   0.979   6.0   \<10 ufc/g                                                   Presente in 25 g
  4                   0.967   6.0   4,5×10^1^ ufc/g                                              Presente in 25 g
  5                   0.975   6.0   \<10 ufc/g                                                   Assente in 25 g

a~w~, water activity.
